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Respuesta de las citocinas séricas en un modelo murino de
Alzheimer

RESUMEN

El amiloide-B (AB) es un fragmento peptidico generado de un corte anormal de la
Proteina Precursora del Amiloide (APP, por sus siglas en inglés); el cual puede ser
de diferentes longitudes de residuos de aminoacidos: (1-40; 1-42; 25-35); de los
cuales sélo el fragmento 1-40 es inocuo; los otros dos fragmentos comparten
caracteristicas inmunoreactivas y poseen actividad toxica (necrosis, estrés celular,
destruccion de uniones estrechas). La presencia de depdsitos del AR (1-42) en el
hipocampo (denominados placas seniles), es una caracteristica histopatolégica del
cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA); esto, en conjunto con el
estrés oxidativo en el hipocampo, cambios en las concentraciones séricas de Ap
(1-42) e interleucinas pro-inflamatorias. Sin embargo, actualmente el diagndstico
de la enfermedad de Alzheimer (EA) es presuntivo y confirmatorio post-mortem,
debido a que se desconoce con certeza el inicio y desarrollo, tanto a nivel de
cerebro como a nivel sistémico. Por ello, se han desarrollado modelos
experimentales en animales para comprender la EA; uno de estos modelos en
especial es la administracion en el hipocampo de AB (25-35) en ratas; el AB (25-
35) es un péptido sintético que se comporta de manera similar al Ap (1-42) ya que
comparte las caracteristicas inmunorreactivas y neurotoxicas. Sin embargo, ya
que no se ha determinado si el AR (1-42) es capaz de inducir estrés oxidativo y
una respuesta inmunoldgica sistémica, el objetivo fue determinar si la
administracién en el hipocampo de AB (25-35) en ratas Wistar podria inducir una
respuesta inmunoldgica y oxidativa a nivel sistémico, que sea detectable en el
suero. Para lo cual se midié el Oxido Nitrico, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 y IL-17A en
el suero en diferentes momentos después de la inyeccién, y se cuantificé el nivel
de oxido nitrico en el hipocampo como control de dafo en el mismo. Los
resultados mostraron aumento del estado oxidativo desde las 1.5 hrs en el
hipocampo y a partir de las 3 hrs en el suero; de este modo también se detecto
respuesta pro-inflamatoria desde los 7 dias posteriores a la inyeccion AR (25-35)
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caracterizada por aumento de la IFN-y y asi mismo aumento del TNF-a, y la IL-6 a
partir del dia 14. Respecto a la respuesta anti-inflamatoria, no se observd
incremento en la produccion de la IL-10 sin embargo se registré aumento
significativo de la IL-17 posterior al dia 14. En consecuencia, es posible decir que
el incremento en la concentracién de AB (25-35) en el hipocampo, es capaz de
generar una respuesta sistémica caracterizada por estrés oxidativo, un perfil pro-

inflamatorio y una respuesta anti-inflamatoria tardia o incompleta.
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1 INTRODUCCION

1.1 La Enfermedad de Alzheimer

La demencia es un sindrome —generalmente de naturaleza cronica o progresiva-
caracterizado por el deterioro de Ila funcidbn cognitiva; aunque afecta
principalmente a las personas mayores, no constituye una consecuencia normal
del envejecimiento. La demencia afecta a la memoria, el pensamiento, la
orientacion, la comprension, el calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y
el juicio. En el mundo entero hay unos 47,5 millones de personas que la padecen,
y cada afo se registran 7,7 millones de nuevos casos (Gutierrez-Robledo &
Arrieta-Cruz, 2015). La demencia es causada por diversas enfermedades y
lesiones que afectan al cerebro de forma primaria o secundaria, como accidentes
cerebrovasculares 6 la enfermedad de Alzheimer (EA).

La EA es la causa de demencia mas comun ya que representa entre un 60% vy
un 70% de los casos (Prince et al., 2013). Es un padecimiento crénico,
neurodegenerativo y progresivo caracterizado por alteraciones en los procesos
cognitivos, la conducta y el estado de animo. De acuerdo con el reporte mundial
sobre la EA, en el afio 2010, cerca de 35 millones de personas adultas mayores
en el mundo la sufren. Se estima que para el afio 2030 esta cifra se incremente a
66 millones para alcanzar una cifra de 115 millones de personas afectadas para el
2050. Esto significa que se presenta un nuevo caso de demencia cada 4 segundos
(Viswanathan, Greenberg, & Scheltens, 2016). En la actualidad hay mas de 13

millones de adultos mayores de 60 afios en México que la padecen.

Clinicamente la EA es caracterizada por alteraciones cognitivas y conductuales
(McKhann et al., 2011). En el desarrollo de la enfermedad se presentan dos
etapas, el estado demencial denominado Alzheimer (Lazarczyk, Hof, Bouras, &
Giannakopoulos, 2012) y un estadio previo denominado Deterioro Cognitivo Leve
(DCL) el cual tiene caracteristicas clinicas similares a la EA pero de menor

3
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intensidad (Petersen et al., 2009). Sin embargo una caracteristica que las
diferencia significativamente durante el estadio del deterioro cognitivo leve (DCL)
son los niveles significativamente altos de amiloide sérico; dichas alteraciones
cognitivas y conductuales no llegan a provocar alteraciones en el desarrollo de las

actividades diarias (Kelley & Petersen, 2007) (Figura 1).

Anormal
A

Amiloide- B / Memoria

Neurodegeneracion

Funcion Clinica

Normal Cognoscitivamente normal DCL Demencia
Estadio Clinico de la Enfermedad

Figura 1. Proceso neuropatoldgico en la Enfermedad de Alzheimer.
Se esquematizan las principales alteraciones presentes en la EA y la posible relacién que guardan
con los estadios clinicos de la enfermedad como en la fase del Deterioro Cognitivo Leve (DCL) y la

fase Demencia. Modificado de (Petersen et al., 2009).

Histologicamente la EA se caracteriza por la presencia de depésitos extracelulares
de Amiloide-B (1-42) (AB(1-42)) tanto en el hipocampo, neuropilo cerebral y los
vasos meningoencefalicos (Biere et al., 1996). Estos depdsitos de AB(1-42)
oligomerizados se denominan placas seniles o placas amiloides, y en conjunto con
las marafias neurofibrilares intracelulares (NFT por sus siglas en inglés, son
formadas de proteinas Tau hiperfosforiladas), son las caracteristicas
neuropatolégicas de la EA (Harrington, 2012).



Respuesta de las citocinas séricas en un modelo murino de %g“ﬁ
Alzheimer | 55 P

La formacién de las placas seniles y aumento de AB en el liquido cerebroespinal,
se han descrito como eventos tempranos de la EA (Korolainen & Pirttila, 2009).
Numerosos estudios genéticos, bioquimicos y neuropatoldgicos senalan al AR (1-
42) 'y sus depositos como la causa principal de la patogénesis en esta
enfermedad (Selkoe, 1996). Actualmente no hay diagnéstico certero o
tratamientos disponibles que detengan la progresion o reviertan la enfermedad,
que se agrava a medida que avanza y, en la cual los factores asociados podrian
conducir a la muerte (Drake, Link, & Butterfield, 2003). (Figura 2)

Normal Alzheimer 0 Alzheimer
TIRPNS, Y | ETSTI . GO W\
i AT YA t.‘?y" ‘Ow"o.s ¥ ’.:;}y i \\ﬂ(//‘

bl

Ovillos
Neurofibrilares

Placas de heta-Amiloide

Cerebro Cerebro con
Normal Enfermedad de
Alzheimer

Figura 2 Histopatologia de la Enfermedad de Alzheimer
Esta se caracteriza por la presencia de depdsitos de proteina AB (1-42) llamadas placas seniles y
los depdsitos neuronales causados por la proteina Tau hiperfosforilada llamados maranas

neurofibrilares; estas dos patologias generan dafio tisular y lesiones en el cerebro.
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1.2 Amiloide- 8 (1-42) en la Enfermedad de Alzheimer

Actualmente la hipétesis que mas ha tomado auge en la fisiopatologia de la EA, es
la denominada cascada del AB, la cual propone que esta proteina inicia una
cascada de eventos como estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y alteraciones
en la formacién de proteinas que conducen a la neurodegeneracién y desarrollo

de la enfermedad (Pratico, Uryu, Leight, Trojanoswki, & Lee, 2001).

El Amiloide- es un péptido de longitud variable de 40 a 43 aminoacidos con un
peso de 4-6 kD (Tatarnikova, Orlov, & Bobkova, 2015), el AB (1-42) es el resultado
del proceso proteolitico de la proteina precursora del Amiloide (APP, por sus siglas
en inglés) (Payami et al., 2003). La APP es una proteina transmembranal tipo 1
altamente conservada que posee un dominio extracelular amino-terminal largo y
un dominio citoplasmico intracelular corto, cuya expresion esta localizada
principalmente en torno a la sinapsis de tejido neuronal; aunque su funcion
principal no se entiende completamente, es crucial para la plasticidad neuronal y la
formacion de sinapsis (Nhan, Chiang, & Koo, 2015; Zheng & Koo, 2006), incluso
se encuentra en muchos tipos de células y varios tejidos, como el endotelio, la
glia y neuronas del cerebro (Schmechel et al., 1988). Ademas de que cumple
multiples funciones a nivel celular tales como el metabolismo del colesterol,
adhesién celular y transporte axonal (Turner, O'Connor, Tate, & Abraham, 2003),
por lo cual juega un papel esencial en la EA (Deyts, Thinakaran, & Parent, 2016).
Existen tres isoformas de esta proteina; las dos primeras , APP751 y APP770 son
expresadas en poblaciones no neuronales y la isoforma APP695 se encuentra
predominantemente en las neuronas (Zheng & Koo, 2011), esta ultima se dice que
es la fuente de la acumulacién de los péptidos AB (1-42) , los cuales se acumulan
en las placas seniles en el cerebro y por tanto recibe mayor atenciéon en la

investigacion sobre la EA (Tanaka et al., 1989).
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En el proceso proteolitico de la proteina APP se da en dos vias (Via
Amiloidogénica y la Via No-Amiloidogénica) en las que participan enzimas
llamadas secretasas (a-, - y y-). Cerca de la membrana celular se dan dos
principales sitios de escision proteolitica (a- 6 B- secretasa) y dentro del dominio

transmembranal se ha identificado otro sitio de escision (y- secretasa).

En las vias proteoliticas de APP, la via No-Amiloidogénica es iniciada por a-
secretasa (Figura 3). El término no amiloidogénico se refiere a su naturaleza no
agregante a diferencia de las proteinas amiloidogénicas que tienden a agregarse
(Howlett, Simmons, Dingwall, & Christie, 2000).

El sitio de escision de APP para a- secretasa se produce muy cerca de la
superficie de la membrana celular, de este modo interrumpe la liberacién de
longitud completa AB-40/42. El resultado de esta protedlisis es la liberacion
extracelular de un fragmento largo, al que se le denomina APP-a soluble (a-APPs)
y un fragmento C-terminal de 83 aminoacidos que queda en la membrana (CTF,
por sus siglas en inglés, 83). Estd documentado que el fragmento a-APPs tiene
efectos neuroprotectores y neurotréficos (Cappai, 2014; Thinakaran & Koo, 2008).
Después de la escision inicial por a-secretasa, el CTF-83 es procesado por y-
secretasa para liberar un dominio intracelular de amiloide (AICD, por sus siglas en
ingles) y una forma truncada del péptido AR que es un fragmento llamado P3
(también referido como AB 17-40/42), se cree que ambos tienen algun efecto
bioldgico sobre la funcion neuronal, aunque los mecanismos exactos aun no son
claros (Cappai, 2014; Szczepanik, Rampe, & Ringheim, 2001; Zheng & Koo,
2006).
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Figura 3 Representacion esquematica de la Via No-Amiloidogénica

Cuando a-secretasa corta a APP en el dominio extracelular (EC), se libera APP-a soluble; por otro
lado, en la membrana queda un fragmento C-Terminal de 83 aminoacidos (CTF-83). Del mismo
modo Y- secretasa al procesar el CTF-83, libera un dominio intracelular de amiloide (AICD) vy la

proteina truncada de AB llamada p3. Modificada de (Mohamed, Shakeri, & Rao, 2016).

Por otro lado la Via Amiloidogénica se refiere a la protedlisis de APP por Bly
secretasa, ya que liberan el péptido AB (1-42) (Figura 4). Hay que destacar que
ambas vias proteoliticas de APP son parte de la fisiologia normal y que los
cerebros sanos tienen mecanismos de procesamiento post-APP eficaces para
manejar los subproductos (Liu et al., 2009; Sambamurti, Greig, & Lahiri, 2002).
Dicho esto, se ha reportado que la via Amiloidogénica esta implicada en la
patogénesis de la EA (Cai et al., 2001; Mattson, 2004).
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El sitio de escisibn de APP por B-secretasa produce un fragmento de B-APP
soluble (B-APPs), que es menor en comparacion con la cantidad de a-APPs que
se libera pero de igual forma cumple la funcion de neuroprotector; también se
produce en la membrana un fragmento C-terminal de 99 aminoacidos (CTF-99)
que da lugar a los péptidos de AR (Menting & Claassen, 2014; Suh & Checler,
2002). ElI CTF-99, se procesa de manera similar a CTF-83, por y-secretasa y libera
un fragmento de dominio intracelular de amiloide (AICD) y el fragmento completo
de AP (1-40/42); cabe destacar que ambos fragmentos (AR (1-40) y AB (1-42))
son liberados al liquido Cerebroespinal (LCE) (Selkoe, 1993, 2001).

ec @@ ¢
B-secretasa R O—=0 7] Y-secretasa
0@
O

APP

P9 2
OO

CTF-99

~HE.

APP-B soluble
G 22
=0
O=0
ApB-40/42 -9

O

PO
6ii

AICD

Figura 4 Representacion esquematica de la Via Amiloidogénica

Cuando B-secretasa corta a APP en el dominio extracelular (EC), se libera APP-B soluble, de este
modo en la membrana queda un fragmento C-Terminal de 99 aminoacidos (CTF-99). Por otro lado
Y- secretasa al procesar el CTF-99, libera un dominio intracelular de amiloide (AICD) y a la proteina
AB. Modificada de (Mohamed et al., 2016).
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El AB (1-40) es mas soluble y se agrega lentamente, por lo cual puede ser
degradado de manera eficiente; y a pesar de que el AB (1-42) se produce en
menor proporcion, muestra un incremento significativo en su produccion en ciertas
formas de la EA (Naslund et al., 1994).

1.3 Amiloide- 3 (1-42) en la fisiopatologia de la Enfermedad de Alzheimer

Tanto el AB (1-40) como el AB (1-42) son fragmentos que constituyen el elemento
mas importante en las placas neuriticas; sin embargo se ha visto que dichas
placas son agregados formados principalmente del AB (1-42) (Harrington, 2012).
La unica diferencia entre estas dos proteinas es que el AR (1-42) tiene dos
aminoacidos mas hidrofébicos, comparado con el AR (1-40) facilitando el B-
plegamiento, lo cual promueve la formacion de fibrillas. Es por esta razéon que AB
(1-42) es mas toxico (Butterfield, Swomley, & Sultana, 2013). Posiblemente el
incremento de la hidrofobicidad de AB (1-42) permite a este péptido integrarse a la
bicapa lipidica iniciando el proceso de dafio celular (Butterfield et al., 2013).
Estudios previos han reportado que la forma AB (1-42) es tdxica para las
neuronas (S. D. Yan et al., 1996) asi como para las células gliales (Coria & Rubio,
1996).

El mecanismo de toxicidad que mas se ha descrito para AB (1-42), esta dado por
la activacion excesiva del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (excitotoxicidad);
lo que resulta en la produccion de niveles excesivos de Oxido Nitrico (NO, por sus
siglas en inglés). Este proceso ha sido implicado como un mecanismo patologico
que subyace a la neurodegeneracion mediada por AB en la EA. Estas alteraciones
provocan mal plegamiento protéico y fragmentacién mitocondrial; liberando
citocromo C y activando las vias de las caspasas (Gotz, Eckert, Matamales, Ittner,
& Liu, 2011) (Figura 5), lo que permite el deterioro de los procesos de memoria y

aprendizaje (Selkoe, 1996).
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Figura 5 Mecanismo general de la toxicidad de AB (1-42) en las neuronas

El exceso de activacion de los complejos del receptor NMDA (excitotoxicidad) da como resultado
niveles excesivos de o6xido nitrico (NO). Esto genera posteriormente el mal plegamiento de
proteinas y la agregacion, asi como la fragmentacién mitocondrial. La via de sefalizacion téxica
también implica la liberacion de citocromo C mitocondrial y la activacion de caspasas, asi como la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO). El complejo de excitotoxicidad es mediado por
las funciones toxicas de AR y posteriormente la neurodegeneracion, es un proceso que depende
también de la presencia de tau. Modificado de (Gotz et al., 2011).
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1.4 Amiloide B (1-42) y el Oxido Nitrico

El NO es una molécula diatémica, hidrofébica, altamente reactiva, que se difunde
a través de las membranas celulares de acuerdo a su gradiente de
concentracion(Baranano & Snyder, 2001). Para su sintesis se requiere al
aminoacido L-arginina y a la Oxido Nitrico Sintasa (NOS), de la que se han
descrito tres isoformas (Liao et al., 2014): 1) la Oxido Nitrico Sintasa neuronal
(nNOS), que se ha relacionado con la formacién de los circuitos cognitivos y del
lenguaje (Funk & Kwan, 2014); 2) la Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS)
sintetiza el NO que participa en la estabilizaciéon y regulacién del microambiente
vascular (de la Torre & Stefano, 2000), ademas de regular la produccion del Ap
(Austin, Santhanam, & Katusic, 2010); y 3) la Oxido Nitrico Sintasa inducible
(INOS) cuyo NO sintetizado esta asociado a la neurodegeneracion y
neurotoxicidad, ademas de estimular a los astrocitos (Simonian & Coyle, 1996) vy
la microglia (Lan et al., 2011).

Ademas se ha descrito que las neuronas muestran aumento en la sintesis de NO
en presencia del AB (1-42) por activacion de los receptores NMDA (de N-metil-D-
aspartato), por fision mitocondrial, pérdida sinaptica y dafio neuronal (Cho et al.,
2009; Gotz et al., 2011). El aumento de NO se debe a una mayor expresién del
eNOS y iNOS (Luth, Holzer, Gartner, Staufenbiel, & Arendt, 2001; Venturini et al.,
2002), sin embargo, se ha sugerido que la isoforma con mayor actividad es la
INOS, debido a que el AB(1-42) inhibe fuertemente la actividad de la eNOS
(Venturini et al., 2002).

También se ha descrito que en la EA las células de la microglia presentan
aumento en la sintesis de NO mediante dos vias: la primera por la exposicion al
AB(1-42) (Zielasek, Tausch, Toyka, & Hartung, 1992); y la segunda por la
induccion generada por el NO sintetizado en la neurona debido a la INOS
(Simonian & Coyle, 1996).
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1.5 Amiloide B (1-42) como activador de la respuesta inmunolégica

Se ha reportado que la neuroinflamacion contribuye principalmente al desarrollo
de la EA (Griffin, 2013); y numerosas evidencias sugieren que los depdsitos de Ap
(1-42) desencadenan esta respuesta inflamatoria en el cerebro. La liberaciéon
inicial de las citocinas inflamatorias por la deposicion de AB (1-42) conduce a
mayor acumulacién del mismo, incluso ha sido demostrado de manera in vivo € in
vitro que el AR (1-42) desencadena la reaccion inflamatoria en el cerebro de
pacientes con EA (Kalaria et al., 1996).

También se ha descrito la relacién entre la activacion de la microglia y los
depdsitos del AB (1-42) (Itagaki, McGeer, Akiyama, Zhu, & Selkoe, 1989) asi como
la activacion de los astrocitos en presencia de AB (1-42) (Okabe et al., 2012). La
activacion directa de los astrocitos y la microglia genera una cascada de liberacion
de radicales libres y diversas citocinas e interleucinas, primordialmente: TNF-q, IL-
18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 ((Morales, Guzman-Martinez, Cerda-Troncoso, Farias, &
Maccioni, 2014; Szczepanik, Funes, Petko, & Ringheim, 2001). Ademas de que A
(1-42) parece estar relacionada con alteraciones en el metabolismo de la glucosa
a nivel cerebral (Solerte, Cravello, Ferrari, & Fioravanti, 2000). La liberacion de las
citocinas ya mencionadas, es observada en el cerebro de pacientes con la EA y
también ha sido mostrada en el suero (Swardfager et al., 2010); asi mismo, estos
cambios en los niveles de las concentraciones séricas de las citocinas han sido
asociados al drenaje de AB (1-42) desde el cerebro al suero por un mecanismo de
drenaje del antigeno (Weller, Djuanda, Yow, & Carare, 2009). El drenaje de AB (1-
42) en el suero, ha sido demostrado por la presencia de anticuerpos especificos
anti-AB (1-42) en el suero de ratas administrados con oligomeros de AB (1-42) en
el hipocampo (Dalgediene et al., 2013). Dentro de la respuesta inmunoldgica
también se ha descrito la participacion de componentes endocrinos, del sistema
del Complemento y la participacion de células endoteliales, las cuales son
activadas por las citocinas liberadas por las células del Sistema Nervioso Central
(SNC) y por depésitos del AR (1-42) en la vasculatura (Broussard, Mytar, Li, &
Klapstein, 2012).
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1.6 Drenaje antigénico del Amiloide B (1-42)

Algunas investigaciones han sustentado el hecho de encontrar AR (1-42) en el
suero de pacientes con la EA asociado al drenaje antigénico (Laman & Weller,
2013). El drenaje antigénico es el proceso mediante el cual antigenos solubles
pasan del SNC a los ganglios linfaticos para su presentacion ante células
especializadas como los linfocitos T (Figura 6). Este proceso se da a través de
dos vias; la primera de estas es el drenaje del LCE presente en el espacio
subaracnoideo a través de las placas cribiformes, para seguir el trayecto de los
nervios olfatorios que drenan en los ganglios linfaticos nasales; la segunda via es
el drenaje del LCE hacia el Liquido Intersticial (ISF) para posteriormente llegar al
sistema linfatico, para lo cual el AB (1-42) circula en el espacio perivascular
cerebral hasta llegar a los pares craneales o a la carétida interna. Ambas rutas
terminan en los ganglios linfaticos cervicales o en el torrente sanguineo donde el
AB (1-42) es llevado al bazo y a otros organos donde residen células

especializadas en la respuesta inmune (Figura 7) (Laman y Weller, 2013).

Pia- Aracnoudes 3“;3
adre
4
Nodulo
5 Linfatico

Srauico BASE DEL :
Intersticial y CRANEO Cervical
solutos

BASE DEL
CRANEO

Cerebro
DRENAJE LINFATICO PERIVASCULAR DEL. CEREBRO

Figura 6 Ruta propuesta para el drenaje antigénico por la via del drenaje linfatico
El Liquido Intersticial (ISF) y los solutos fluyen hacia los capilares; posteriormente el LI se
extravasa hacia la adventicia para llegar al espacio subaracnoideo (ESA), posteriormente seguira a
través de la red vascular de las meninges hasta la base del craneo donde drenara hacia los vasos
vertebrales, grandes vasos o directamente a los nddulos linfaticos cervicales. Modificado de (Weller
et al., 2009).
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Figura 7 Drenaje linfatico

Drenaje Linfatico del Liquido Cefalorraquideo (LCE). 1) El LCE drena desde el espacio
subaracnoideo (ESA) a través de la placa cribiforme en los ganglios linfaticos nasales. 1a) una
vista ampliada de la placa cribiforme muestra como pasan canales directos para el drenaje del LCE
del espacio subaracnoideo junto a las ramas de los nervios olfativos en la mucosa nasal. 2) Esta
via permite el drenaje de LCE y de las células presentadoras de antigenos. 3) Los vasos linfaticos
convencionales llevan liquido y células, 4) a los ganglios linfaticos cervicales. 5) el LCE también
desemboca en la sangre a través de las vellosidades aracnoideas y granulaciones por el
transporte macromolecular 6) a través de las células endoteliales venosas.

Drenaje Linfatico del Liquido Intersticial (LI). EI LI drena del parénquima cerebral a lo largo de la via
perivascular 8) el LI y los solutos se difunden a través del espacio extracelular del cerebro. 9) los
liquidos y solutos que se drenan en las paredes de las arterias cerebrales pasan a la pared de la
arteria carodtida interna en el cuello desde la cual drenan a los ganglios linfaticos cervicales.
Modificado de (Laman & Weller, 2013).
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Sin embargo en la EA no existe un proceso de eliminacion exitoso, ya que se ha
demostrado que el AB (1-42) puede formar acumulos en el espacio perivascular
por donde circula, generando angiopatia (Figura 8) (Weller, Massey, Kuo, &
Roher, 2000). Esto puede contribuir al desarrollo de la EA al favorecer la
acumulacién del AB (1-42) en el cerebro y afectar la integridad vascular del tejido
expuesto al AB (1-42), ya sea en el cerebro o a nivel periférico (Weller et al., 2009;
Weller, Subash, Preston, Mazanti, & Carare, 2008).

Fallas en la eliminaciéon de AB con la edad y en la Enfermedad de Alzheimer

Degradacion del A
en el parenquima
vascular

Absorcion del AB

hacia la sangre Drenaje linfatico perivascular del A3

Arterioesclerosis

Placas de A
n  Aumento de AB soluble y otros
Ap " metabolitos- Dementia

Fracaso del drenaje
perivascular de AB

Envejecimiento de arterias y AAC

Figura 8 Vias de eliminacion del AB (1-42) en el cerebro
La falta de eliminacién del AR (1-42) provoca el aumento en el drenaje de Ap (1-42) a espacios
extracerebrales, el cual se da por drenaje linfatico a través de la circulacion en la adventicia de los

vasos y drenaje directo a sangre. Modificado de (Weller et al., 2009).
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1.7 Amiloide B (1-42) sérico

Debido a que la EA afecta al SNC, actualmente solo se aceptan como
biomarcadores a la deteccion del Ap (1-42) y la proteina tau en el LCE (Hawkins
et al., 1994; McKhann et al., 2011). Actualmente la busqueda de marcadores se
extendié hacia otros tejidos, después del hallazgo de AB (1-42) a nivel sérico.
Esta deteccion fue realizada por primera vez de forma indirecta con la deteccion
del anticuerpo anti- AB sérico (Cole et al.,, 1989), los cuales se encuentran en
niveles significativamente menores en pacientes con la EA que en personas sanas
(Weksler et al., 2002).

1.8 Accion del Amiloide B (1-42) en las células endoteliales

Ante la presencia del AR (1-42) en suero, el tejido endotelial y el musculo estan en
exposicion continua al péptido, pero se ha demostrado que la respuesta inducida
por el AB (1-42) es mayor en las células endoteliales que en el musculo (Suo et al.,
1998).

La actividad téxica del AB (1-42) en el endotelio es diversa, ya que puede inhibir la
proliferacion celular endotelial (Grammas, Botchlet, Fugate, Ball, & Roher, 1995),
aumentar la produccién de EROs (Thomas, Thomas, McLendon, Sutton, & Mullan,
1996), asi como cambiar la produccion y actividad de las NOS (Zhu et al., 2007),
ademas de generar depdsitos en el tejido endotelial en vasos de diferente
localizacion anatomica (Thomas, Sutton, Hellermann, & Price, 1997).

Los depdsitos generados por el AB (1-42) en el tejido endotelial son extra o
intracelulares, estos ultimos estan preferentemente en el reticulo endoplasmico y
mitocondria (Soriano, Galbete, & Forloni, 2003), dicho depdsitos mitocondriales
generan aumento en la produccion y liberacién de NO (Xu, Chen, Ku, et al., 2001).

El aumento de NO producido por las células endoteliales ante la presencia del AB
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(1-42) se ha relacionado con el aumento de la eNOS (Rajadas et al., 2013). Sin
embargo se desconoce la presencia o produccion de la iINOS producida por las

células endoteliales ante la presencia del AB (1-42).

1.9 Amiloide B (1-42) y modelo animal

Por ultimo para comprender mejor el comportamiento de AB (1-42) y otras
proteinas involucradas en la EA, asi como, en otros desdrdenes relacionados con
la demencia 'y los mecanismos que resultan en patologias (lesiones
cerebrovasculares, enfermedad de Huntington, mal de Parkinson, etc.), se han
desarrollado modelos de estudio, particularmente en ratones y ratas, los cuales
son los que reproducen la mayoria de las caracteristicas neuropatoldgicas
(deterioro en la memoria y el aprendizaje) (Gotz et al., 2011).

En numerosos estudios in vitro con ratas y ratones se han utilizado péptidos
sintéticos homologos a AB (1-42), los cuales han mostrado toxicidad asociada con
la capacidad de autoagregacion del fragmento, asi como el dafio en la memoria y
el aprendizaje y gracias a esto se definid que los efectos de AP se ejercen por el
residuo de los aminoacidos 25-35, por lo que se reconoce a este fragmento como
el dominio neurotéxico (Guo, Guan, Huang, Wang, & Shi, 2013); por lo cual el Ap
(25-35) es reconocido por conservar la actividad bioldgica, agregante y toxica del
AB (1-42) (Forloni et al., 1993; Inestrosa et al., 2002; Yankner, Caceres, & Duffy,
1990). Hoy en dia, han sido descritos varios tamafos de AB. Pero solo los
fragmentos (25-35) y (1-42) estan descritos como fragmentos de péptidos
inmunorreactivos y neurotoxicos (Dalgediene et al., 2013).

En estudios previos realizados con ratas se han evidenciado cambios cerebrales
posteriores a la administracion en el hipocampo de AR (25-35) los cuales son
similares a los presentados en pacientes con la EA, tales como: secrecion de
citocinas pro-inflamatorias (Browne et al., 2013), aumento de estrés oxidativo en
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algunas horas (Rosales-Corral et al., 2004) y la pérdida de memoria después de

la administraciéon en el hipocampo de AR (25-35) (Ledo et al., 2013).

Sin embargo, se ha demostrado que los depdsitos de AB en el modelo de rata no
perduran por mas de 30 dias (Giovannelli, Casamenti, Scali, Bartolini, & Pepeu,
1995), por lo que se ha estudiado el tiempo transcurrido entre la administracion del
AB vy la presencia de las alteraciones, arrojando datos interesantes como que el
inicio en la alteracién de la memoria se presenta a los 5 dias (Limon et al., 2009), y
en presencia de estrés oxidativo in vivo a las primeras horas (Tamagno et al.,
2008). Investigaciones recientes en modelos in vivo e in vitro muestran que el
péptido AR (25-35) tiene las propiedades neurotoxicas similares a las de la
longitud completa AR (1-42) (Butterfield, 2003). Estas investigaciones con el uso
de AR (25-35) en modelo de rata han permitido la comprension de sus

implicaciones en los mecanismos relacionados con la EA.
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2 JUSTIFICACION

¢El aumento del AB (1-42) puede inducir una respuesta pro-inflamatoria
sistémica?

Se ha demostrado que un factor importante en la patogénesis de la EA es la
relacion que existe entre el estrés oxidativo y la respuesta neuroinflamatoria
generada por el péptido AB (1-42) (Akiyama et al., 2000; Atwood et al., 2003; X. Z.
Yan, Qiao, Dou, & Qiao, 1999); del mismo modo también se relaciona con la
respuesta inmune sistémica (Akiyama et al., 2000; McGeer & McGeer, 2001).

A la fecha no se conoce el mecanismo por el cual AR (1-42) induce la respuesta
inmune sistémica.

Posteriormente en un estudio se demostrd la existencia de AB (1-40) y AB (1-42)
circulante en el suero de pacientes con la EA, cuyos niveles séricos no presentan
diferencias significativas entre los pacientes con la EA y los sujetos control
(Irizarry, 2004); existiendo correlacion entre las concentraciones séricas del AB (1-
42) con las concentraciones del AR (1-42)en el LCR (Kasai et al., 2013). Por otro
lado, en pacientes con DCL, los niveles séricos del AR (1-42) se encuentran
elevados significativamente (Luis et al., 2009); por lo que seria posible encontrar
cambios seroldgicos en los pacientes con DCL y con la EA en comparacién con
los sujetos sanos; ya que estos cambios pueden ser debido a las diferentes
concentraciones del AB (1-42) sérico presente en cada etapa del desarrollo de la
EA.

Por lo tanto estudiar las citocinas involucradas en los mecanismos
neuroinflamatorios (IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y) y su relacion con el estrés
oxidativo en un modelo animal, contribuira a entender como se llevan a cabo estas

respuestas en relacion con la EA (Gotz et al., 2011)
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo general

Evaluar los niveles de las citocinas inflamatorias en el suero de un modelo murino
de la enfermedad de Alzheimer, asi como la relacién con el estrés oxidativo al
inyectar AB (25-35).

3.2 Objetivos particulares

a) Demostrar la presencia de AR (25-35) en el hipocampo de las ratas tratadas.

b) Determinar la concentracion sérica del AB (25-35), el 6xido nitrico y las

citocinas inflamatorias en las ratas inyectadas con A (25-35)

c) Detectar la presencia de la respuesta inmunoldgica sistemica mediante la
determinacion de los niveles séricos de las Interleucinas (IFN-y, TNF-a, IL-6,
IL-10 y IL-17A) y el oxido nitrico, inducido por la presencia de AB suero

posterior a la administracion del AB (25-35) en hipocampo.

d) Proponer que el modelo de rata podria ser util para comprender la respuesta
inmune sist'rmica generada por el AR (25-35) y la manera en la cual funciona
en la EA.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Modelo animal

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 200-220 gr
(n=180), éstas fueron obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM.
Los animales se mantuvieron en un ambiente de temperatura y humedad
controlada en ciclos de luz-oscuridad 12h:12h con acceso libre a comida y agua.
Todos los procedimientos descritos en este estudio estan de acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Consejo Mexicano para el
Cuidado de Animales y bajo las condiciones sefaladas por la NOM- 062- ZOO —
1999. Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los

animales y reducir el numero de animales utilizados.

4.2 Preparacion de AB (25-35)

Se prepard una solucidn stock de AB (25-35) 4kD 1mM (A4559, Sigma Chem.,
USA) con agua estéril desionizada y posteriormente se incubé a 37° por 36 h, con
el fin de agregar el AB, e inmediatamente inyectar en el hipocampo por métodos

estereotaxicos.

4.3 Preparacion de AB (25-35) “scrambled”

El AB (25-35) “scrambled” (ABs- SignalChem, Canada), fue reconstituido con agua
desionizada hasta obtener una concentracion de 5ug/ul; posteriormente se incubd
a 37°C por 48 hrs con el fin de agregar el ABs e inyectarlo inmediatamente. El sA
tiene los mismos residuos de aminoacidos del fragmento AB (25-35) pero en

diferente orden.
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4.4 Cirugia Esterotaxica

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 10 grupos (18 ratas por grupo).
Cada subgrupo fue subdividido en 3 subgrupos de 6 animales. Previo a la cirugia
los animales fueron anestesiados con una mezcla de xylacina/ketamina a una
dosis de 0.1ml/100gr de peso (Figura 9). La cirugia estereotaxica (con el equipo
de cirugia estereotaxico (Stoelting, IL, USA) se realizd con el animal
completamente anestesiado. Para esto se coloco a la rata en el estereotactico de
forma recta y se montaron los dientes incisivos superiores en el sujetador. Se
colocaron los lapices del aparato en el canal auditivo externo de tal forma que la
cabeza quedd inmdvil y el cuerpo alineado con el eje del estereotactico. Se taladro
el craneo con una broca para hueso, de tal forma que el corte sélo llegd hasta la
dura madre sin tocar el cerebro y se descendio el eje de las z's para bajar
gradualmente hasta llegar a la parte del cerebro que se deseaba. Fue en esta
parte donde se sometid al animal a una inyeccién bilateral en el hipocampo
(coordenadas: (A) -4.2 mm de bregma, (L) -3.0 de linea media y -3.0 (V) de dura
madre); con referencia a los atlas de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 1998).
De acuerdo a cada subgrupo se inyecto 1ul de solucién salina (grupo control
positivo) o 2 ul (10ug) de ABs (grupo del control negativo) o 1ul (100uM) BA (25-
35) (Diaz et al.,, 2010; Ford & Shorter, 2015) Todos los animales recibieron

atencion postquirurgica.
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Figura 9 Cirugia Estereotaxica

Esta es una cirugia cerebral que utiliza un aparato estereotaxico para situar una canula en un lugar
especifico del cerebro e inyectar sustancias. El aparato estereotaxico es el dispositivo que permite
al cirujano situar una canula en un lugar especifico del cerebro. Consta de un soporte que
inmoviliza la cabeza del animal en una posicién establecida y un brazo que desplaza la canula en

los tres ejes espaciales a lo largo de distancias cuantificables.

4.5 Obtencién de las muestras de hipocampo y sangre

Los animales de cada subgrupo fueron decapitados después de 45 min, 1.5, 3, 6,
12 hrs, 1, 7, 14 y 28 dias, después de la inyeccion de AB (25-35), (control n=6,
problema n=6). La sangre total arterial y venosa fue recolectada durante el
proceso de decapitacion en tubos de ensayo, se dejé coagular por 5 minutos a
temperatura ambiente y se retird el coagulo con ayuda de un aplicador de madera.
Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 2500 rpm por 8 minutos a

temperatura ambiente. Se obtuvo el suero y se almacend a 70° C hasta su uso.
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Por otro lado, el cerebro fue extraido y de un hemisferio el hipocampo fue
disectado y homogenizado en 1 ml 0.1 M de PBS (Phosphate Buffered Saline), pH
7.4. El homogenizado se centrifugd a 12,500 rpm y 4° C por 30 min,
posteriormente se colectd la fraccion soluble y se cuantificaron las proteinas y los
nitritos inmediatamente.

El otro hemisferio fue fijado en Formaldehido neutro al 40% diluido en PBS pH 7.4

y finalmente se ajustd a un pH de 6.8 con Na,HPO, y fue incluido en parafina.

4.6 Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 3-4 ym de los tejidos incluidos en parafina se eliminé de
las secciones rehidratandolas mediante el uso de técnicas histologicas y luego se
enjuagaron con una solucion amortiguadora de PBS (Fosfato sddico 50 mM, NaCl
0,15 M, pH 7,4). Para la inmunohistoquimica de AB (25-35) las secciones se
lavaron a fondo en PBS y la peroxidasa enddgena se inactivd mediante la
incubacion con H,O, durante 20 minutos. Después de esto se incubaron durante
toda la noche con el anticuerpo monoclonal primario anti-AB (1: 200) (anti- rabbit)
(Sigma- Aldrich, USA). El anticuerpo primario fue detectado utilizando un kit
PolyVue Plus HRP/DAB Detection System (Diagnostic System). De este modo las
secciones fueron tenidas con hematoxilina de Harris antes de montar.las

imagenes fueron analizadas con el software Image-pro Plus 5.0.

4.7 Proteinas totales de la fraccion soluble de hipocampo

Se realizé la cuantificacion de proteinas en la fraccion soluble obtenida a partir del
hipocampo mediante la técnica de Lowry, utilizando el kit BioLegend Protein Assay
Dc (BioLegend, USA), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La
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determinacion se realiz6 en micro-placa de 96 pozos y se prepardé una curva
estandar con albumina sérica bovina (concentracion maxima 8 g/dL, concentraciéon
minima 5 g/dL). La técnica consiste en colocar 5 yL de muestra o del estandar de
albumina sérica bovina, posteriormente se agregaron 25uL del reactivo A y 200uL
del reactivo B. La reaccion generada tendra un viraje de color amarillo a color azul,
esta reaccion se deja estabilizar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo se cuantificd la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm,
mediante el uso de un lector de ELISA para micro-placas BioTeck ELx808 (Bio
Tek, USA).

4.8 Nitritos séricos y de fraccion soluble de hipocampo

Los nitritos séricos se cuantificaron a partir de la fraccion soluble obtenida del
lisado del hipocampo utilizando el método de Griess modificado para micro-placa
de 96 pozos. Se utilizo el kit Griess Reagent System (Promega Corporation) que
incluye su propia curva estandar. Dicho método consiste en colocar 50 ul de
muestra o del estandar (maximo 100 uM), posteriormente se agregaron 50 ul de
sulfanilamida (1%) y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido a
esto se agregd6 50 pl de la solucion NED (N-1-naptiletilenediamina-
dihidroclorhidrico) (0.1% en acido fosférico al 5%) y se incub6é a temperatura
ambiente por 10 minutos, hasta el desarrollo de una coloracion rosa. Todas las
reacciones son sensibles a la luz, por lo que los tubos se procesaron en la
oscuridad. La absorbancia se midié a 520 nm de longitud de onda en un lector de
ELISA BioTeck ELx808 (Bio Tek, USA). Las concentraciones de nitritos en

sobrenadante de hipocampo se calcularon por gramo de proteina.
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4.9 Electroforesis

Las muestras séricas fueron sometidas a electroforesis. Dichas muestras se
mezclaron en proporcion 1:1 con buffer de muestra marca BioRad (62.5 mM Tris-
HCI, pH 6.8 / glicerol 25%/ SDS 2%/ azul de bromofenol) (BioRad, USA) y
colocadas durante un minuto en agua en ebullicién; posteriormente se realizé la
electroforesis en geles SDS-PAGE al 15% y de 1.5 mm de grosor. Se colocaron
en cada carril 80 ug de proteina y el corrimiento se realiz6 a 120 V y 4° C durante

2 horas.

4.10 Transferencia

Terminada la electroforesis, los geles fueron transferidos a una membrana de
nitrocelulosa mediante el uso de una camara de transferencia semi-seca (BioRad,
USA) a un voltaje de 20V durante 1 hora 20 minutos. Se verificd la transferencia
mediante la tincién de la membrana transferida con rojo de Ponceau, seguido de

lavados con PBS pH 7.4 para retirar el colorante.

4.11 Western Blot para la deteccion del AB e interleucinas

Posterior a la transferencia, la membrana se incubd en una solucion de PBS pH
7.4 | 3% BSA a 4°C durante toda la noche, posteriormente se lavé por triplicado en
PBS pH 7.4/ 0.01% Tween 20; se incubd con el anticuerpo para Amiloide-f y las
diferentes interleucinas; policlonal goat anti- IL-17 IgG (1:100; Santa Cruz
Biotechnology), policlonal goat anti- IL-6 1gG (1:100; Santa Cruz Biotechnology),
policlonal rabbit anti- IL-10 1gG (1:100; Santa Cruz Biotechnology), policlonal rabbit

27



Respuesta de las citocinas séricas en un modelo murino de
Alzheimer | [

i

|

anti-TNF-a 1gG (1:100; Santa Cruz Biotechnology), policlonal rabbit anti-IFN-yRa
IgG (1:100; Santa Cruz Biotechnology) y anti-Transferrina (1:500; Gene Tex) como
control de carga en PBS pH 7.4/ 3% BSA/ 0.01% Tween 20 por 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de lavados por triplicado e incubado con
anticuerpo secundario; Anti-Rabbit IgG HRP (Jackson Immuno, USA) y Anti-goat
IgG HRP (Jackson Immuno, USA) segun corresponde el caso, en una dilucion
1:1000 en PBS pH7.4 / 0.01% Tween 20 por 30 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente lavado tres veces con PBS pH 7.4/0.001% Tween 20.

La deteccion se realizd por quimio-luminiscencia con SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate (Thermo Scientific) y se analizé la emision de la
sefal utilizando el equipo DNI Bioimaging y el programa Gelquant version 2.7.0
(Gelquant. DNI Bioimaging system, Jerusalem, Israel). El programa convirtié la
imagen en una imagen de 8 bit y calculd la densidad del area en escala de
pixeles/pulgada cuadrada, convirtiendo la lectura en un valor numérico expresado

en dots per point (dpp).

4.12 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos acerca de las concentraciones de AR (25-35), nitritos e
interleucinas fueron analizados en cada grupo por una prueba de ANOVA seguido
por una prueba post-hoc Tukey. Estos analisis estadisticos fueron realizados
usando el software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA). Las diferencias fueron

consideradas estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Depésitos de AB (25-35) en el hipocampo y en suero

Como resultado del analisis inmunohistoquimico uUnicamente se encontrd
incremento significativo de la marca AB en el grupo de ratas inyectadas con AR
(25-35) al dia 14 post-tratamiento; mientras que en el grupo Control y ABs no se
observo cambio alguno durante los diferentes tiempos de evaluacion (p=<0.0001).
Adicionalmente también se observd disminucidén en la celularidad de los tejidos
provenientes de las ratas administradas con AB (25-35) en comparacién con el

grupo ABs (Figura 10).
Sorpresivamente los niveles de AB (25-35) en suero solo fueron detectables en el

dia 7 y a los 14 dias después del tratamiento en las ratas administradas con AB
(25-35) (datos no mostrados).
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Figura 10 Deteccién del AB (25-35) en biopsias de hipocampo de ratas

A) Inmunohistoquimica (IHQ) y tincién con Rojo Congo; comparativa entre los subgrupos de ratas
administradas con AB (25-35) a los 14 y 28 dias post-tratamiento. B) Analisis cuantitativo de los
depositos de AR (25-35) en el hipocampo de rata (*=P<0.0001).
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5.2 Oxido Nitrico en el Hipocampo

Por otro lado la concentracidn de nitritos en la fraccién soluble obtenida de la lisis
del hipocampo se incrementé de manera significativa en los grupos tratados con
AB (25-35) a partir de las 1.5 hrs y hasta los 28 dias post-tratamiento. ((1.5 hrs
(p=0.0083), 3 hrs (p=0.0145), 6 hrs (p=0.0102), 12 hrs (p=0.0178), 1 dia (0.0072),
7 dias (p=0.0016), 14 dias (p=0.0076), 21 dias (p=0.0165) y 28 dias (p=0.0051)),
excluyendo al grupo de 45 min, el cual no mostré diferencias en los niveles de

concentracion de nitritos en comparacion a los otros grupos (Figura 11).
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Figura 11 Concentracién de nitritos

En la fraccién soluble obtenida a partir de lisados de hipocampo de ratas tratadas con AB (25-35),
se observa el incremento de nitritos en el grupo administrado con AR (25-35) a partir de las 1.5 hrs
y hasta los 28 dias post-tratamiento, mostrando la mayor concentracion entre el dia 1 y el dia 14
(*=P<0.0001).
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5.3 Oxido Nitrico Sérico

Los niveles en la concentracion de nitritos en suero de las ratas administradas con
AB (25-35), se incrementd significativamente después de las primeras 3 hrs,
posterior a la administracion hasta el dia 14 (3 hrs p=0.0032, 6 hrs p=0.0040, 12
hrs p=0.041, dia p=0.0001, dias p=0.0061 y p=0.041 a los 14 dias).
Sorpresivamente, los tres grupos al dia 21 muestran una concentracion de nitritos
idéntica, mientras que los animales tratados con AB (25-35), mostraron
disminucién significativa a los 28 dias en comparacion con los otros grupos
(p=0.0001) (Figura 12).
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Figura 12 Concentracién de nitritos séricos
En las ratas tratadas con AB (25-35) se incrementd la concentracion de nitritos en el suero de las

ratas tratadas con AR (25-35) muestra niveles significativamente altos a partir de las 3 horas y
hasta los 14 dias. *=P<0.0001.
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5.4 Interleucinas

Las interleucinas (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 y IL-17) se midieron en muestras de
suero de ratas tratadas con AR (25-35) a través de ensayos de Western blot.

Con relacion al IFN-y, este se incremento en los subgrupos administrados con AR
(25-35) a los 7 y 14 dias post-tratamiento (p=0.02815 y p=0.0287,

respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13 Cambios en los niveles de IFN-y sérico
Se muestra el incremento estadisticamente significativo de IFN-y en el suero de las ratas tratadas
con AB (25-35) a los 7 dias y hasta los 14 dias después del tratamiento. Se utiliz6 transferrina

como control de carga.
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TNF-a e IL-6 se incrementaron a los 21 y 28 dias después de aplicar el
tratamiento (TNF-a: 21 dias p=0.0222 y 28 dias p=0.0413 e IL-6: 21 dias p=0.0197
y 28 dias p=0.0168) (Figura 14).
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Figura 14 Cambios en los niveles de TNF-a e IL-6 séricos
Se muestra el incremento significativo de TNF-a (A) y de IL-6 (B) en el suero de las ratas tratadas

con AB (25-35) a los 21 y 28 post-tratamiento.
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Se detectaron niveles séricos de IL-17 a los 14 dias post-tratamiento, seguido por
un incremento estadisticamente significativo a los 21 y 28 dias (p=0.0023 y
p=0.0035) (Figura 15)
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Figura 15 Cambios en los niveles de IL-17 sérico
Incremento de la IL-17 en el suero de las ratas tratadas con AR (25-35) a los 14 dias y
posteriormente un incremento estadisticamente significativo a los 21 y 28 dias después del

tratamiento.

No hubo cambios significativos de IL-10 en ningun subgrupo (Figura 16).
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Figura 16 Niveles de IL-10 sérico

No se muestra ninguna diferencia estadisticamente significativa en el suero de las ratas tratadas
con AR (25-35).
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6 DISCUSION

Cuando observamos los cortes histologicos del hipocampo a los 14 dias después
de la inyeccién de AR (25-35) claramente se observa una disminucion de la
celularidad en el area inyectada, lo cual no fue observado en el grupo de ratas
control. Esta disminucion de la celularidad podria ser un efecto que esta asociado
a la presencia de AB (1-42) vy la actividad del mismo sobre los receptores NMDA
de las neuronas, ya que se ha reportado que ésta genera una cascada de
citotoxicidad que culmina con la muerte neuronal por disfuncién mitocondrial y
activacion de las caspasas (Chong, Shin, Lee, Kang, & Suh, 2002; Xu, Chen,
Ahmed, et al., 2001) ademas, los cambios histopatolégicos observados
concuerdan con la alteracion de la memoria reportada al dia 14 posterior a la
administracion del AB (25-35) (Limon et al., 2009). En cambio al observar las
muestras de tejido de animales con el mismo tratamiento al dia 28, observamos
aumento en la celularidad del hipocampo, esto asociado a la disminucion de los
depdsitos del AB (25-35); ya que como se ha reportado el dafio neuroldgico esta
asociado a la presencia de los depdsitos del AR (1-42) (Tiraboschi, Hansen, Thal,
& Corey-Bloom, 2004). Esta recuperacion al dia 28 después de la inyeccion, ha
sido descrita para el AB (25-35) ya que posterior a los 40 dias no han sido
detectados depdsitos del mismo (Giovannelli et al., 1995), dicha recuperacién ha
sido demostrada experimentalmente a través de la evaluacion del dafo a la
memoria en animales inyectados con AR (25-35) y sometidos a prueba de
laberinto acuatico (Diaz et al., 2010).

Como se ha reportado el A (25-35) scrambled no indujo modificacion histolégica
alguna, ya que dicho ABs (25-35) no posee actividad citotdxica sobre la microglia,
las neuronas (Li & Holscher, 2007) y astrocitos (Hu, Akama, Krafft, Chromy, &
Van Eldik, 1998; Korotzer, Pike, & Cotman, 1993). Por lo anterior las
modificaciones histolégicas y de respuesta inmunoldgica al estrés oxidativo

descritas en los resultados pueden ser atribuidas directamente a la secuencia de
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los aminoacidos que presenta el AR (25-35), siendo dicha caracteristica la que le
proporciona su actividad toxica y agregante (Sabate et al., 2010).

De esta manera corroboramos que el modelo aplicado en este estudio presenta
hallazgos histologicos similares a los reportados en pacientes con la EA, por lo
que es util para la evaluacion de la respuesta inmune sistémica.

Por otro lado al evaluar la concentracion de nitritos en hipocampo observamos un
incremento significativo en la producciéon de NO a la 1.5 hrs posteriores a la
administracion de AB (25-35), lo cual es similar a lo reportado en estudios in vivo
en hipocampo de rata estimulado con AB (25-35) que presentd incremento en la
produccion del NO posterior a la primer hora de exposicion (Rosales-Corral et al.,
2004). Esto indica que el efecto del AB (25-35) sobre las células y el dafio que
produce a través del estrés oxidativo es casi inmediato, por lo que es un indicador
claro del dafio en la EA. Este aumento en la produccion del NO en hipocampo fue
detectable hasta el dia 28, dicho hallazgo es similar a lo reportado previamente en
estudios de AR (25-35) (Limon et al., 2009).

El periodo de dafo producido por el AR (25-35) en este estudio, mediante la
evaluacion de los niveles de NO en el hipocampo también es comparable con el
dano en la memoria descrito en el modelo animal, ya que reportes previos
muestran que ratas administradas con AR (25-35) requieren un tiempo mayor para
resolver el laberinto acuatico desde los primeros dias posteriores a la inyeccion
(Diaz, Mendieta, Zenteno, Guevara, & Limon, 2011; Limon et al., 2009). Esta
alteracion en la memoria permanece hasta los 28 dias posteriores al tratamiento,
lo que concuerda con la deteccion del AR (25-35) y los resultados de este estudio
en referencia a los niveles de NO en hipocampo. Por lo anterior es posible afirmar
que el dafio en la memoria guarda estrecha relacion con la presencia del AB (25-
35) y el estrés oxidativo representado por la produccion de NO.

Sin embargo un hallazgo que llama la atencién en nuestro estudio es la presencia
de niveles de AP (25-35) detectables en el suero de animales tratados a partir del
dia 14 para posteriormente descender a niveles no detectables. Es bien sabido

que los niveles séricos de AB (1-42) se incrementan durante la Fase de Deterioro
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Cognitivo Leve (Luis et al., 2009). El cual se acompafia de datos clinicos de
pacientes con la EA relacionados a alteraciones en la memoria, hasta el momento
no se han reportado datos de incremento en los niveles séricos del AR en modelos
animales; nuestros resultados coinciden en tiempo con los publicados sobre la
deteccion de fallo en la memoria (Limon et al., 2011).

El mecanismo por el cual el AB (25-35) pudo haber llegado a circulacion
sanguinea puede ser explicado por dos vertientes; la primera de ellas seria
mediante el drenaje antigénico (Weller et al., 2008) y la segunda por el aumento
en la produccion del AB por parte de las células endoteliales (Soriano et al., 2003).
Ya que se ha descrito que los AR (25-35), (1-40) y (1-42) son capaces de
transportarse y depositarse en el espacio perivascular y la barrera
hematoencefalica para posteriormente seguir el drenaje del liquido cerebroespinal
hasta drenar en los nodulos linfaticos de cuello (Weller et al., 1998), o bien drenar
en la placa cribiforme (Weller, Phillips, Kida, & Zhang, 1997), sin presentar
ninguna modificacién estructural o hidrolizarse (Laman & Weller, 2013) como si se
tratara de algun antigeno proteico (Hawkes et al., 2011). También es posible que
el drenaje antigénico se diera por la disrupcién vascular inducida por las
fracciones toxicas de AB ((25-35), (1-42)) en la barrera hematoencefalica pudiendo
drenar directamente al torrente sanguineo (Hawkes et al., 2012). De esta manera
el drenaje antigénico seria la principal explicacion plausible para los niveles de AB
(25-35) detectados en suero de nuestras ratas.

Existe una segunda via por la cual los niveles de AB (25-35) en suero se vieron
incrementados. Este mecanismo estaria en relacién a los depdsitos que se han
descrito de AB (1-42) tanto en vasculatura de la barrera hematoencefalica (Thal et
al., 2007) como de otros vasos como la aorta (Smith, Cappai, & Barnham, 2007).
Se ha demostrado que las células endoteliales ante el estimulo del AR (1-42),
aumentan la produccion del AB (1-40) (Soriano et al., 2003), por lo que no se
descarta la posibilidad de que el aumento en los niveles séricos del AB (1-40) que
observamos en suero, se haya producido por células endoteliales expuestas al Ap
(25-35).
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Sorprendentemente los niveles de AR (25-35) sérico no se comportaron como los
niveles de AB (25-35) detectados en el hipocampo ya que posterior al dia 14 los
niveles séricos del AR (25-35) descendieron significativamente, mientras que en el
hipocampo se detectaron hasta el dia 28. Este comportamiento habia sido descrito
solamente en humanos diagnosticados con la EA, ya que posterior a la etapa del
periodo de DCL se presenta disminucion significativa de los niveles de AB (1-42)
(Luis et al., 2009), asi como disminucion de los niveles del mismo en el LCE en
relacion al progreso de la enfermedad (Song, Poljak, Smythe, & Sachdev, 2009),
sin que esto signifique mejora en los sintomas relacionados al deterioro de la
memoria.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que el comportamiento del A (25-
35) sérico es similar al AB (1-42) que se observa en humanos con la EA. Aun no
se conocen cuales son los mecanismos que llevan a su disminucién en humanos;
sin embargo, se ha especulado que esta asociada al decremento en la produccion
del amiloide como resultado de la disminucidon de la celularidad y por
consecuencia de los sitios de produccién disponibles (Gotz et al., 2011), o bien por
el atrapamiento del AB en las placas neuriticas observadas en los pacientes con la
EA (Tiraboschi et al., 2004).

En este estudio, la hipétesis del atrapamiento del AR (1-42) por parte de las placas
neuriticas observadas en humanos con la EA no seria aplicable, ya que como se
ha comentado tanto en este estudio como en reportes previos, los depdsitos de A
(25-35) en rata tienden a desaparecer desde los 28 dias a ser casi imperceptibles
al dia 40 (Giovanelli et al., 2004). Sin embargo, la hipotesis referente a la
disminucién de la fuente productora de AB (1-42) por disminucién de los sitios
sinapticos descrita para la EA podria explicar lo observado en nuestro estudio, ya
que solo se administr6 una dosis del AB (25-35) por lo que el suministro del
fragmento toxico se veria limitado al tiempo transcurrido entre la administracion y
la eliminacion del fragmento téxico del AB (25-35) por parte de la rata. Sin
embargo esto no explica el decremento de los niveles séricos del AB (25-35)

detectados a partir del dia 14; estudios realizados en humanos y en ensayos in
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vitro, muestran que el AR (1-42) una vez que alcanza el torrente sanguineo puede
ser procesado de dos maneras, la primera, mediante el acoplamiento del Ap (1-42)
a lipoproteinas de baja densidad para su transporte y posterior procesamiento; del
AB (1-42) sérico libre, el 5% se adhiere al lipoproteinas, un 89% de AB (1-42)
sérico es transportado por albumina generando complejos albumina- amiloide
(Biere et al., 1996) y el restante 6% se une a diversas moléculas; sin embargo, se
desconoce la proporcion entre el AR (1-42) libre en suero y aquel que se deposita
en las células como las endoteliales, aunque se ha sefalado que también puede
depositarse en células de los islotes pancreaticos (Rubio et al., 2014), los gldébulos
rojos (Nakagawa et al., 2011) y los megacariocitos (Soriano et al., 2003).

Las células endoteliales serian el segundo mecanismo de procesamiento del AR
(1-42) sérico, ya que el amiloide tiende a depositarse en los espacios
perivasculares como ha sido demostrado (Thal et al., 2007), posteriormente, la
célula endotelial tiende a fagocitar al AR (1-42) y depositarlo en el citoplasma,
mitocondria y reticulo endoplasmico donde tiende a generar depdsitos de dificil
procesamiento (Fonseca, Oliveira, Pereira, & Cardoso, 2014; D. G. Smith et al.,
2007; Xu, Chen, Ku, et al., 2001).

En lo que respecta al NO este es una molécula, disruptora, pro-inflamatoria y
metabdlica. Los resultados mostraron incremento de NO en el hipocampo después
de la 1.5 hrs de haberse estimulado con BA (25-35), el cual se mantuvo por 28
dias. Estos resultados coinciden con reportes previos (Rosales-Corral et al., 2004;
Stepanichev et al., 2008), este incremento puede asociarse a la respuesta de la

microglia (Zielasek et al., 1992).

Con base en los hallazgos de las concentraciones del AB (25-35) en suero y en el
hipocampo, se decidié a evaluar si los niveles de NO sérico se comportaban de
manera diferente a los niveles presentes en el hipocampo.

Curiosamente los niveles de NO sérico fueron diferentes a los observados en el
hipocampo, ya que se observo un incremento significativo en los niveles de NO en

suero a partir de las 3 hrs, lo cual representa el doble de tiempo requerido para
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producir niveles de NO significativamente altos en el hipocampo; este retraso
podria ser originado por el tiempo que se requiere para llevar a cabo el drenaje
antigénico en la rata y la reaccion por parte de las células endoteliales para
producir el NO, sin embargo, no hay estudios hasta el momento que expliquen
dichos fendmenos.

El incremento de los niveles de NO en suero solo permanecié hasta el dia 14
seguido de niveles similares a las ratas control y a las tratadas con ABs lo cual
difiere de lo observado en los niveles de NO en hipocampo.

La presencia de las concentraciones séricas elevadas de NO encontradas hasta el
dia 14 coinciden con la presencia del AR (25-35) en suero, esto explica por qué la
actividad de la eNOS se induce por la presencia del AR (1-42) (Rajadas et al.,
2013). A la par de que los niveles del AB (25-35) sérico se vuelven indetectables,
encontramos reduccion en los niveles del NO sérico, lo que nos permite asociar la
reduccion de NO sérico a la ausencia del AR (25-35) sérico; comportamiento
similar a los descritos en humanos con la EA (Luis et al., 2009; Tohgi et al., 1998).
A partir del dia 21 las muestras séricas mostraron decremento en las
concentraciones de NO, lo cual también es similar a lo ocurrido en pacientes con
la EA (Luis et al., 2009). Esto podria deberse a los mecanismos que presenta el

AB para inhibir la sintesis del NO, de los cuales se han descrito 3:

1) El AB tiene la propiedad de inhibir la actividad de las eNOS por

acomplamiento del AB a dicha enzima (Venturini et al., 2002).

2) Como se ha descrito el AR tiende a unirse a diferentes moleculas;
una de ellas es la NADPH que al unirse al amiloide pierde su capacidad
catalitica e inhibe la sintesis del NO (Verri et al., 2012) (Figura 17).

3) La reduccion de los niveles de arginina, pueden afectar la sintesis del
NO; ya que este aminoacido es el sustrato de la generacion del NO.

Cambios en la concentracién de arginina, después de haber presentado
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incremento en la concentracién de arginina durante la etapa del DCL, han

sido descritos en pacientes con la EA (Ravaglia et al., 2004).

n

IFN-y, TNF, IL-1,

IL-2, IL-10, IFN-
aB, MIE. LPS

Amiloide-p -
TGF-B, IL-4, IL-10,
IL-11, IL-13, IFN-
ap, LPS

Figura 17 Posibles vias afectadas en la sintesis del Oxido Nitrico por Amiloide-p

Ningun subgrupo tratado con ABs mostré incremento de los niveles de NO en el
hipocampo o en el suero en comparacién al grupo control. Nuestros resultados
confirman que la toxicidad del amiloide esta basada en la secuencia del péptido y
no en sus estados de agregaciéon (Korotzer et al., 1993).

Similar al observado con las concentraciones de NO sérico y AB (25-35)
encontramos incremento de IFN-y, a partir del séptimo dia y hasta el dia 14, esto
coincide con los tiempos en los que hay niveles detectables del A (1-42) en
suero. Por lo anterior podemos asociar el incremento en la produccion del IFN-y a
los efectos del AB (1-42) sobre células como: astroglia, microglia,(Rubio-Perez &

Morillas-Ruiz, 2012), linfocitos Th1 (Browne et al., 2013) y células endoteliales
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(Vukic et al., 2009), a lo observado en pacientes con EA, en los que los niveles de
BA (1-42) disminuyen junto con los de IFN-y (Luis et al., 2009; Rota et al., 2006).

Respecto a los niveles incrementados de TNF-a e IL-6 en el dia 21 y 28, estos
pueden asociarse a la activacion que ejerce el AB (1-42) sobre diversas células
como macrofagos, microglia, linfocitos Th1, células endoteliales entre otras (Fiala
et al., 1998; Klegeris, Walker, & McGeer, 1994), generando un microambiente pro-
inflamatorio a nivel sistémico, el cual es caracteristico de la EA (Morales et al.,
2014; Swardfager et al., 2010). Por lo anterior podemos asociar los efectos
inmunoldgicos conocidos del AR (1-42) a los resultados obtenidos en este estudio,
ya sea por su presencia en suero (como lo observamos en este estudio) o a los
depdsitos en cerebro y perivasculares observados tanto en el modelo de rata

como en pacientes con la EA (D. P. Smith et al., 2007; Thomas et al., 1996).

En lo que se refiere a los niveles séricos de IL-10 (Sabat et al., 2010) no
encontramos diferencia alguna entre los tres grupos, lo que coincide con reportes
de pacientes con la EA y en DCL (Swardfager et al., 2010). Esto podria
interpretarse como la ausencia de respuesta anti-inflamatoria sistémica parcial.
Dado que al evaluar la respuesta al AR (1-42) por parte de células mononucleares
extraidas de sangre de pacientes con EA, se ha observado que las células son

incapaces de producir IL-10 (Asselineau et al., 2015).

En contraste, al evaluar las concentraciones séricas de IL-17 observamos un
comportamiento completamente distinto al anterior; ya que al dia 7 observamos
una ligera expresion de IL-17 en el grupo ABs y en el grupo control, mientras que
en el grupo administrado con AP (25-35) no se observo la expresion de IL-17
hasta el dia 14. Esto puede explicarse por la baja diferenciacion de linfocitos Th17
a expensas de altas concentraciones de IFN-y que es un supresor de dicha
diferenciacion (Aravena et al., 2011); en estudios realizados en el hipocampo de
rata administrada con AR (25-35) para determinar la presencia de linfocitos Th17,

se observo la presencia de dichos linfocitos hasta el dia 14 posterior a la inyeccidn
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(Zhang, Ke, Liu, Qiu, & Peng, 2013). Por otro lado, es hasta el dia 21 que se
observa incremento significativo en la produccion de IL-17 que esta en relacion
con la disminucién de IFN-y y el aumento en la produccion de IL-6, el cual sirve de
estimulante para la diferenciacion de linfocitos Th-17 (Shabgah, Fattahi, &
Shahneh, 2014).

El incremento en la concentracion de |IL-17 es observado en los pacientes con la
EA pero no en individuos con DCL (Swardfager et al., 2010), por lo que el
comportamiento observado en este estudio es similar al comportamiento que
presentan los pacientes con la EA. Por lo anterior pensamos que el AR (25-35) 6
(1-42) tienen un papel preponderante en la inhibicion de la respuesta anti-

inflamatoria.
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7 CONCLUSION

Las variaciones que encontramos en relacidén a los nitritos y la concentracion de
citocinas en suero tiene dos fases, la primera se caracterizara por un ambiente
pro-inflamatorio y la segunda fase por la ausencia de los niveles de BA (25-35) en
el suero y la respuesta anti-inflamatoria. Esto podria explicar los cambios
observados en el suero en pacientes con DCL y la EA. Dado que los resultados
obtenidos en este estudio reproducen algunas de las caracteristicas observadas
en humanos, nuestros resultados sugieren que la administracién de BA (25-35) en
el hipocampo de rata podria ser usado como un modelo para evaluar la respuesta

inmune sistémica y el 6xido nitrico que es un indicador de estrés oxidativo.
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